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論文内容要旨
 ヒトモノクローナル抗体(HmAb)の作製方法として,Hybridoma形成法とEBVによるB
 細胞のtransformation法がある。これらの方法を用いたHmAb作製の報告は,既にいくつか
 見られる。これらの多くは,方法的な報告であり,HmAbが有している厳密なエピトープ認識性
 を示した報告は少ない。臨床応用を目的とするHmAbの研究において,細菌感染や悪性腫瘍に対
 する防御機構を解明する上で,HmAbの抗原特異性を解析することは,極めて重要であろう。例
 として,最近の破傷風毒素(TTx)に対するマウスmAb(MmAb)の研究を挙げることができ
 る。これらの研究結果は,従来のウマの抗血清を用いた研究で知られていなかったエピトープの
 存在など新しい知見を示し,破傷風の感染防御機構の解明にとって極めて重要である。しかし,
 ヒトにおいては,TTx上の特定のエヒfトープを認識するHmAbの産生細胞の樹立は知られてい
 ない。そこで,著者は,抗原タンパクとしてその構造や機能が詳細に知られているTTxに対する
 HmAbの作製をEBVtransformation法により行なった。そして,得られたHmAbの性状解
 析を行なった。
 材料と方法
 EBVの感染標的細胞として,破傷風トキソイド(TT)に対する血中抗体価の高いVolunteer
 よりの末梢血リンパ球(PBL)を用いた。EBV源として,マーモセットB95-8細胞株の培養
 上清を用いた。EBV感染後,transformして増殖してきた細胞は,ELISAにより抗TT抗体
 活性を調べ,その後,抗体産生細胞のクローニングを行なった。クローニングは,マイクロプレ
 ー トを用いる限界希釈法により行なった。得られたクローンの無血清培養は,RITC55-9+05
 %HSA培地で行ないその培養上清の40%硫安沈澱物をHmAb源とし実験に用いた。ELISAと
 Wes亡emblotにより,得られたHmAbのクラス決定や抗原特異性を解析した。また,TTxの
 機能に対するHmAbの影響はELISAを応用したバインディングアッセイにより調べた。
/
 結果と考察
 血中抗体価の高いDonorからのPBLは,EBV感染後約.2週間目より細胞の増殖が認められた。も
 これらの中から,IgGクラスの抗TT抗体を産生している細胞(GC104-24細胞とする)を用い
 てクローニングを行なった。効率よくクローニングを行なうため,数種類のフィーダー細胞とマ
 イクロプレートを用いてクローニング効率を比較した結果,ヒト胎児肺線維芽細胞をフィーダー
 とし,1/2の底面積を持つマイクロプレートを用いるクローニングが最も有効であった。このよ
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ノ うなクローニング条件で得られたクローンをGC104-24-C8細胞とした。この細胞は,RPMI
 +10%FBSで継代培養した結果,約2年間抗体産生能を維持していた。また,Westemblot
 による解析でこのGC104-24-C8細胞は,IgGのみを産生しているクローン化細胞であること
サ
 が確認された。さらに,ELISAによりこの細胞が産生する抗体のクラスはIgG,λと決定され
 た(以下この抗体をGC104-24-C8抗体とする)。このGC104-24-C8抗体は,ELISAと
 Westemblotによる解析から,TTxのFragmentBを認識し,β鎖を認識しないHmAbであ
 ることが判明した。
 TTxはガンダリオシドGTIb,GDIbと特異的に結合することが知られており,その結合部位
 はTTxのβ鎖であるとされている。この結合にGC104-24-C8抗体が,どのような影響をお
 よぼすのかを,バインディングアッセイで調べた。その結果,TTxに対するポリクローナル抗体
 (テタノブリン)が結合を完全に阻害したのに対し,GC10L24-C8抗体はまったく阻害しな
 かった。これらの結果は,GC104-24-C8抗体の認識部位がTTxのα鎖であることを間接的
 に示している。従来,ヒトには,α鎖に対する抗体は存在せず,ヒトにおける破傷風の感染防御
 はβ鎖に対する抗体が主体となっているとされていたが,これらの結果は,破傷風に対するヒト
 の感染防候機構の解明に新しい知見を提供すると考える。
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' 審査結果の要旨
 ヒトモノクローナル抗体(HmAb)の作製に関しては多くの場合臨床医学への応用を目的とし
 て研究が行なわれているが,ヒトの免疫機構を解明する系としても重要である。本提出論文に示
 された一連の実験は,EBVtransformation法によるTetanustoxin(TTx)に対するHmAb
 の作製からその性状解析を行なったものであり,その内容から臨床応用を目的とした研究という
 よりむしろTetanusに対する感染防御におけるヒトの免疫学的機構の解明に迫ろうとしたもので
 ある。この論文において示された方法,実験結果には注目すべき点が多々みられるが特に重要と
 思われる点を以下に示す。まず,TTxに対するHmAbの作製方法については,BcellのDonor
 として不特定多数のボランティアの中から抗体価の高いものをスクリーングし選抜したことが最
 初にあげられる。これは,特定の抗原を免疫したDonorや患者のBce11を用いなくてもHmAb
 が作製できることを示している。つぎに,クローニング方法をあげることができる。HmAb作
 製における最大の問題は,抗体産生細胞のクローン化にあるが,この論文に示された方法は,効
 率と再現性にすぐれ他のHmAbの作製においても十分応用が可能であると考えられる。さらに,
 得られたHmAbのmono-clonalityをWestemBlotにより確認していることも注目される。こ
 のHmAbの性状解析には,無血清培養により調製されたHmAbを用いている。この培養方法に
 より,煩雑な精製過程を経ずして実験に耐えうる精製度のHmAbを得ている。このようにして
 得たHmAbの性状解析は抗原特異性について行なっている。'TTxとガンダリオシドとの親和性
 に着目しEL工SAを応用したBindingassayやWestemBlot法を駆使し,HmAbが認識する
 TTx上の部位をαchainとしたことは,この論文において最も注目すべき点である。直接的な
 証拠は得られなかったが,数多くの間接的な結果から提出者のこの結論は極めて説得性があるも
 のと考えられる。提出論文中にも述べられているが,TTxのαchainに対する抗体やその産生ク
 ローンの存在を示したことは,ヒトにおけるTetanusに対する感染防御機構を解明する上で極め
 て重要な知見であると言える。
 以上のことから本研究は学位授与に値するものと考えられる。 ノ
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